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POVZETEK 
Spektroavtistične motnje  (SAM) so razvojno-nevrološke motnje pri katerih opažamo 
občutne razlike pri spremembah v obnašanju, stereotipnem besednim in nebesednim 
vedenjem ter zmanjšani sposobnosti socialne interakcije. To pomeni, da je pri osebah, pri 
katerih se kažejo poteze diagnoze SAM, prisoten poseben in značilen vzorec vedenja in 
zanimanja za specifične aktivnosti. Etiologija je kompleksna in še vedno ni zadostno 
pojasnjena, zato vzroke še zmeraj intenzivno preiskujejo. Vse več raziskav se osredotoča na 
okoljske dejavnike. Izmed okoljskih dejavnikov so glede vplivov pomembne kovine, ki se v 
telesu pojavljajo kot elementi v sledovih. Med najbolj toksičnimi težkimi kovinami je živo 
srebro (Hg), ki povzroča različne poškodbe. Hg vpliva na metabolizem hemoglobina in 
posledično se v urinu pojavljajo različne frakcije porfirinov. Porfirinogeni se izločajo z 
urinom kot oksidirani porfirini, to sta uroporfirin in koproporfirin. Ključen vzrok za 
prekomerne vsebnosti porfirinov v človeškem urinu so zapore nekaterih encimskih poti. 
Težke kovine vplivajo na inhibicijo uroporfirin dekarboksilaze in koproporfirnioksidaze, kar 
povzroči povečanje koproporfirina in pentakarboksiporfirina v urinu. Prekoproporfirn pa 
nastaja in vivo iz pentakarboksiporfirinogena pod vplivom težkih kovin (Hg, Pb). 
V nalogi smo želeli preveriti, ali ima skupina otrok s SAM višje koncentracije celokupnih 
porfirinov v urinu kot kontrolna skupina otrok. Zanimalo nas je tudi, ali ima podskupina 
SAM, ki jo opredelimo kot skupino Aspergerjevega sindroma, višje koncentracije 
celokupnih porfirinov kot ostali SAM. V raziskavo smo vključili 186 otrok, od tega v 
skupino SAM 102 otroka, v skupino Aspergerjevega sindroma 38 otrok in v kontrolno 
skupino 46 otrok. Starostni razpon otrok je bil od 2–15 let. Celokupne porfirine v urinu smo 
določali spektrofotometrično s predhodnim odstranjevanjem interferenc na anionski 
izmenjevalni koloni. Rezultate smo zaradi lažje interpretacije podali na koncentracijo 
kreatinina. V skupini s SAM je bila povprečna vrednost celokupnih porfirinov 150,5 µg/g 
kreatinina (mediana 136,6 µg/g kreatinina), v skupini z Aspergerjevim sindromom 118,1 
µg/g kreatinina (mediana 116,1 µg/g) in v kontrolni skupini 58,6 µg/g kreatinina (mediana 
36,0 µg/g). Pri primerjavi združene skupine otrok SAM in Aspergerjevega sindroma s 
kontrolno skupino otrok smo ugotovili, da prihaja do statistično značilnih razlik v  
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koncentracijah celokupnih porfirinov/kreatinina med skupinama (p<0,001). Nadalje smo 
ugotovili, da pri primerjavi podskupine otrok z Aspergerjevim sindromom in skupine otrok 
s SAM ni statistično značilnih razlik. 
Na osnovi rezultatov lahko zaključimo, da je vrednost koncentracij celokupnih 
porfirinov/kreatinina povišana pri otrocih s SAM. Vzrok je morda v vplivu okolja, vendar bi 
bilo potrebno analizirati še frakcije porfirinov pri otrocih, ki so imeli povišane vrednosti 
celokupnih porfirinov.  
 
Ključne besede: spektroavtistične motnje; težke kovine; porfirini 
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ABSTRACT 
Autism spectrum disorder (ASD) is a form of neurodevelopmental disorder with altered 
behaviour in the area of social interaction, oral and non-oral communication and 
stereotypical behaviour.  
Which means that people with ASD have specific patterns of behavior, interest, and activity 
that manifest in different ways. The aetiology is complex and to this day rather unexplained 
and the causes are still intensely researched. More and more research focus on the 
environmental factors. One of the most important factors is the effects of metals that are 
found in the body as trace elements. An extremely toxic heavy metal is mercury (Hg), which 
can cause several damages. Hg affects the haemoglobin metabolism and consequently causes 
carious porphyrin fractions in the urine. Porphyrinogen are secreted with urine as oxidised 
porphyrins, such as uroporphyrin and coproporphyrin. Excessive secretion of porphyrins in 
the urine is a consequence of the blockade of the key enzyme paths. The heavy metals affect 
the inhibition of the uroporphyrin decarboxylase and coproporphyrin oxidase, which leads 
to the increase of coproporphyrin and pentacarboxy-porphyrin in the urine. Prekoproporfirn 
is created in vivo from pentacarboxy-porphyrinogen under the influence of the heavy metals 
(Hg, Pb). 
This thesis aims to investigate if a group of children with the ASD has a higher concentration 
of porphyrins in their urine than the control group of children. The thesis also studies if the 
ASD subgroup, which is characterised as Asperger syndrome, has increased concentration 
of porphyrins in their urine in comparison to the group of children with autism spectrum 
disporder.The study included 186 children, of which 102 were children in the autism 
spectrum disorder group, and 38 children were in the Asperger syndrome group and 46 
children were in the control group. The children were from 2 to 15 years old. Total 
porphyrins were determined spectrophotometrically by pre-removal of interference on an 
anion exchange column. 
The results are presented according to the creatinine concentration for easier interpretation. 
In the ASD group the average value was 150.5 µg/g creatinine (median value 136.6 µg/g 
creatinine), the group with Asperger syndrome 118.1 µg/g creatinine (median value 116.1 
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µg/g creatinine) and the control group 58.6 µg/g creatinine(median value 36.0 
µg/gcreatinine). The comparison of the unified groups of the ASD group and the Asperger 
syndrome group with the control group of children, found that there were statistically 
significant differences in the concentration results of total porphyrin/creatinine between the 
groups (p < 0.001). The thesis further finds by comparison of the subgroup of children with 
Asperger syndrome and the group of children with ASD that there are no statistically 
significant differences. 
Based on these results, the researchers came to the following conclusion: the value of total 
porphyrin/creatinine concentrations is higher in children with ASD. Perhaps the cause can 
be found in the environment, which cannot be concluded without the analysis of porphyrin 
fractions with children that had increased values of total porphyrins. 
 
Keywords: spectroautistic disorder; heavy metals; porphyrins 
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SEZNAM OKRAJŠAV 
 
 ADI-R ‒ intervju za diagnozo avtizma (Autism Diagnostic Interview-Revised) 
 ADOS ‒intervju za opazovanje avtizma (Autism Diagnostic Observation Schedule) 
 ALA – aminolevulinska kislina 
 AS – Aspergerjev sindrom 
 Hg ‒ živo srebro 
 IVT – intenzivna vedenjska terapija 
 MKB-10 ‒ mednarodna klasifikacija bolezni 
 SAM ‒ spekter avtističnih motenj  
 TEACCH ‒ terapevtska tehnika (Teaching and Education of Children with Autism) 
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1 UVOD 
1.1 AVTIZEM 
Avtizem je razvojna motnja, imenovana tudi spekter avtističnih motenj (SAM) ali 
spektroavtistična motnja, katere vzrok ni popolnoma razjasnjen. Ta motnja je predmet 
raziskav in proučevanj že skoraj stoletje, definicija in kompleksnost avtizma pa se je do 
danes že nekoliko spremenila (1, 2). 
Eden izmed pionirjev v raziskovanju avtizma je bil Leo Kanner, ki je v svojem prvem članku 
o avtizmu leta 1943 opisal številne simptome tovrstne razvojne motnje (3). Vrsto let je 
avtizem veljal za redko otroško motnjo s hudimi motnjami v duševnem razvoju, ki jo 
spremlja pomanjkanje socialne zavesti in odsotnost smiselnega izraznega jezika (2). Danes 
SAM definiramo kot nevrološko in biološko motnjo, kjer pride do prizadetja predela za 
govor, kretnje in socialni stik. Nastane kot posledica kombinacije genetskih in okoljskih 
dejavnikov. Dejavniki tveganja vključujejo določene okužbe, SAM pa nato vpliva na 
obdelavo informacij v možganih s spreminjanjem povezovanja in organiziranja živčnih celic 
in njihovih sinaps (4–6). 
Pomembno je opozoriti, da se pod pojem SAM uvrščamo veliko različnih vrst avtističnih 
motenj, ki se razlikujejo po intenzivnosti in samih specifikah. Iz teh vidikov pojma SAM ni 
smiselno posploševati, saj je skupina oseb s tovrstno motnjo zelo heterogena, nihče nima 
hkrati vseh simptomov. Iz teh razlogov prihaja v literaturi med avtorji do mnogih razhajanj, 
saj ne obstaja jasno določena definicija ali klasifikacija, ki bi tovrstno motnjo ustrezno 
opredelila (7). 
V nadaljevanju bomo opisali simptome, ki nam nekoliko izostrijo predstavo in razumevanje 
SAM ter tako tudi nekako razčlenijo različne definicije. 
1.2 ASPERGERJEV SINDROM 
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Kadar govorimo o Aspergerjevem sindromu (AS), takrat imamo v mislih motnjo, ki nastane 
med razvojem otroka in jo po značilnostih uvrščamo med SAM klasifikacije. Prvi, ki se je s 
tovrstno vejo spektroavtistične motnje ukvarjal že v prvi polovici prejšnjega stoletja, je bil 
Hans Asperger. Pri raziskovanju je opazil, da je pri otrocih s tovrstno diagnozo prihajalo do 
podobnih težav oziroma motenj pri razvoju. Pomanjkljivosti so se kazale predvsem na 
področjih vključevanja v družbo ostalih ljudi, govora in značilnemu ožjemu izboru 
specifičnih interesov. Opazimo omejeno in ponavljajoče se vedenje. Od drugih spekter 
avtističnih motenj se razlikuje po ohranjenih jezikovnih in kognitivnih sposobnostih v 
razvoju. Kljub mnogim pomanjkljivostim tovrstne motnje, je za osebe z Aspergerjevim 
sindromom značilno, da imajo dobro razvit center za pomnjenje, datume in velike količine 
specifičnih podatkov. Želijo si druženja z drugimi, vendar je njihova komunikacija 
enostranska in zelo ekscentrična. Otrok je pri tem gostobeseden in neobčutljiv za 
sogovornikova odzivanja (8). 
1.2.1 Znaki, ki lahko kažejo na Aspergerjev sindrom 
Uporabni parametri za klinično presojo vedenja so tako mednarodne klasifikacije kot 
opredelitev posameznih raziskovalcev na področju SAM IN AS:  
- motena socialna interakcija, ki se kaže v nesposobnosti skupne igre z vrstniki, 
pomanjkanje normalne želje po družbi z vrstniki, neupoštevanje socialnih 
dogovorov. 
- obsesivni interesi za ozka področja, npr. astronomija, vremenoslovje… 
- stereotipna potreba po enakih dnevnih ritualih v skoraj vseh pogledih običajnega 
življenja. 
- govorni in jezikovni problemi, ki se kažejo kot: zaostanek v govornem razvoju, blaga 
do zmerna motnja razumevanja jezika na konkretni ravni ob sicer odličnem 
govornem izrazu. 
- težave v nebesednem sporazumevanju brez ustrezne gestikulacije in mimike. 
- motorična okornost. 
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Glede na zgoraj navedene lastnosti, so tri največje razlike med Aspergerjevim 
sindromom in avtizmom v težavnosti pri komuniciranju, govorjenju in zaostanku razvoja 
nekaterih predelov možganov (8). 
1.3 SIMPTOMI 
SAM je torej nevro-razvojna motnja, katere značilnosti sta težavnost pri vključevanju v 
pogovor oziroma družbo ter nenavadno omejeno, repetitivno se obnašanje oziroma vedenje. 
Sama motnja se prične običajno razvijati in kazati že v otroštvu, nekoliko prikrito, 
najpozneje v prvih treh letih življenja. Čeprav socialni primanjkljaji v prvih letih morda niso 
takoj očitni, postanejo postopoma vedno bolj očitni. Mlajši otroci pogosto ne iščejo socialne 
interakcije in tudi čustev ne izražajo tipično. Če so srečni, običajno kažejo na zanimive 
predmete. V predšolskih letih se začneta razvijati ponavljajoče se obnašanje ter zanimanje 
na primer za kolesa ali posebna gibanja roke in prstov (9). 
SAM definiramo z lastnostmi, ki kažejo znake težavnosti oziroma nezmožnosti vzpostavitve 
odnosa s sočlovekom, motnjah hranjenja, težavnosti izražanja in prostega govorjenja, 
ponavljanja besednih zvez in vprašanj, težavnost pri uporabi osebnih zaimkov ter fobijami 
pred predmeti ki se gibljejo ali spuščajo glasne zvoke. Ob takšnih situacijah so lahko odzivi 
teh otrok skrajno nepredvidljivi, saj si v veliko primerih pokrivajo ušesa ali pa se vedejo kot 
da so popolnoma gluhi. Pri opazovanju predmetov jih po navadi pritegnejo kontrastne 
svetlobe. Nasprotno, lahko pri nekaterih osebkih določeni zvoki ali predmeti ustvarijo 
navezanost, ki jo ti z značilnim vedenjem frekventno ponavljajo. Pri skupnih značilnostih 
osebkov s SAM pa lahko opazimo tudi močan odpor do sprememb in preference do 
ustaljenih procesov (igre, prehranjevanja, itd.). Po drugi strani pa je za otroke s SAM 
značilen tudi izjemen mehaničen spomin, dobri kognitivni procesi ter dobro telesno zdravje. 
Njihove stopnje aktivnosti velikokrat variirajo od posameznika do posameznika, saj lahko 
nekateri kažejo znake prekomerne aktivnosti, oziroma hiperaktivnosti ali pa izvajajo 
določene gibe ponavljajoče oziroma hipoaktivno. S tem mislimo njihovo občutljivost na 
senzorne dražljaje ( glasnih in gibajočih stvari se bojijo, vendar jih kljub temu navdušujejo) 
(3,7). 
Nekoliko povzeto predstavi simptome avtizma Jurišić, ki jih združi v zaostalost pri izražanju, 
govorjenju, nezmožnosti vključevanja v običajne medčloveške in družbene odnose ter 
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prisotnost ritualov ali kompulzivnih nagnjenj. Simptomi avtizma nastopijo pred 30. meseci 
starosti (7). 
V sklopu socialnega, družbenega razvoja se simptomi motnje kažejo že v prvih mesecih v 
pozornosti na socialne dražljaje, otroci trpijo zaradi intenzivnejše in pogostejše osamljenosti 
v primerjavi z zdravimi vrstniki, in to kljub splošnemu prepričanju, da so otroci z avtizmom 
raje sami. Oblikovanje in ohranjanje prijateljstev je pri njih težje. Prav tako otroci s SAM 
pogosto slabo kontrolirajo izražanje čustev in prepoznavanje teh pri drugih ljudeh. Otroci z 
motnjo so nezmožni izkazovanja empatije, oziroma vživljanja v čutenje drugih. V veliko 
primerih težje razumejo tudi svoja lastna čustva, zato prihaja pri izražanju le teh do anomalij 
in nepovezanosti kar izhaja iz tega (10). 
V sklopu komunikacije se pri približno tretjini do polovici posameznikov s SAM ne razvije 
dovolj naravnega govora, s katerim bi lahko zadovoljili svoje vsakodnevne komunikacijske 
potrebe. Razlike v komunikaciji so lahko prisotne že od prvega leta življenja. V drugem in 
tretjem letu otroci s SAM redkeje komunicirajo in uporabljajo manj kombinacij besed, 
večinoma le ponavljajo besede drugih, njihove geste pa so manj pogosto povezane z 
besedami. Pri nekaterih se pojavlja fotografski spomin, kjer prevladuje pomnjenje znakov in 
simbolov, pešajo pa pri spominu na dogodke iz bližnje ali daljne preteklosti (11–14). 
V sklopu vedenja je pri otrocih s SAM opaziti (15,16): 
 stereotipizirano vedenje: ponavljajoča se gibanja, kot npr. neokretno zavijanje z 
rokami, premikanje glave ali zibanje telesa;  
 kompulzivno vedenje: dolgotrajno vedenje, namenjeno zmanjšanju tesnobe, kot so 
dajanje predmetov v poseben red, preverjanje stvari ipd.;  
 ritualno obnašanje in enoličnost: odpor do sprememb, nespremenljiv vzorec dnevnih 
aktivnosti; 
 omejeni interesi: dolgotrajno zanimanja za isto igračo ali igro, en televizijski 
program ipd.  
Sicer nekateri k značilnim vedenjskim vzorcem SAM prištevajo tudi agresijo in 
samopoškodbe, vendar je treba poudariti, da tovrstno vedenje ni specifično, temveč da ima 
SAM zvišan vzorec pojavnosti in resnosti teh vedenj (14). 
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1.4 DIAGNOSTIKA 
Diagnoza temelji na vedenju in ne na vzroku ali mehanizmu. Pri tem gre za širok razpon 
specifičnih motenj, ki so biološkega izvora in so opredeljene kot vedenjski sindromi. 
Postavljanje same diagnoze SAM poteka običajno večplastno, kjer se prepleta sodelovanje 
različnih strokovnjakov. Mednje štejemo specialiste iz pediatričnih znanosti, klinične 
psihologe, logopede, delovne terapevte, nevrologe otroške psihiatre. Sam proces zaznave se 
običajno zazna s strani šolskih pedagogov in psihologov, ki opazijo deviacije pri obnašanju. 
Seveda se lahko znaki zaznajo veliko prej, vendar je to odvisno od same intenzitete motenj 
in predznanja staršev ali skrbnikov. Nato se opravi psihološko testiranje ter sinteza vseh 
zbranih podatkov,  ki skupno izkaže relevantno in dokaj zanesljivo diagnozo. Gre torej za 
proces ocenjevanja in usklajevanja stališč strokovnjakov, ki morajo pri tem močno 
sodelovati s starši ali skrbniki. Slednji namreč predstavljajo pomembno informacijsko vez, 
ki lahko domneve specialistov na podlagi poročanj, ovrže ali sprejme. Priporočljivo je daljše 
obdobje opazovanja v te namene specializiranih bolnišnicah in tudi doma (17,18).  
Diagnosticiranje SAM je lahko precej težavno, saj za diagnosticiranje motenj ni nobenega 
laboratorijskega testa. Čeprav je SAM nevro-biološka motnja, zato (še) ni razvitega točnega 
testa ali meritve, ki bi omenjeno diagnozo potrdil z veliko zanesljivostjo. SAM se lahko 
včasih odkrije pri 18 mesecih ali prej, do starosti dveh let se diagnoza izkušenega 
strokovnjaka lahko šteje za zelo zanesljivo (18–20). 
Kot smo že omenili, je v samem procesu opazovanja med diagnosticiranjem, pomembno 
sodelovanje s strani staršev ali skrbnikov. Gre za anamnestične oblike zbiranja podatkov, ki 
po navadi vključujejo vso družino, izvajajo pa jih klinični psihologi ali delovni terapevti. 
Slednji pri diagnosticiranju SAM uporabljajo različne oblike vprašalnikov, kot so klinični 
intervju, standardizirani intervju, kontrolni seznam specifičnih vedenj in ocenjevalne 
lestvice. Te intervjuje v angleškem jeziku poimenujejo Autism Diagnostic Interview-Revised 
(ADI-R) in Autism Diagnostic Observation Schedule (ADOS). Rezultate ADI-R in ADOS 
podajo izkušeni in zanesljivi zdravniki, ki omogočajo enoten način označevanja simptomov. 
Navedeni metodi ustrezata standardom mednarodnih diagnostičnih kriterijev, vendar več o 
tem v prihodnjem poglavju. Pogosto pa se pri izdelavi analize uporablja tudi standard »The 
Childhood Autism rating Scale« (CARS), katerega začetki segajo v pozen konec prejšnjega 
stoletja, vendar ga kljub starosti strokovnjaki še vedno uporabljajo in zagovarjajo njegovo 
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kredibilnost. Pri vrednotenju je slednji nekoliko bolje opredeljen, kadar se ocenjuje otroke z 
manjšimi vedenjskimi deviacijami, manj pa kadar vrednotimo tiste z »mejnimi« potezami.   
V uporabi so tudi razvojni presejalni testi za avtizem, ki se uporabljajo za precizno določanje 
in opredeljevanje  in svojevrstnosti. Gre za implementacijo programa Checklist for Autism 
in Toddlers (CHAT), pri katerem strokovnjaki navajajo, da so rezultati visoko specifični in 
dobro občutljivi. Nekateri programi po uporabnosti pešajo, saj so specialisti poročali 
pomanjkanje pri občutljivosti določanja, ki mora biti večja od 35 odstotkov (21–23). 
1.4.1 Klasifikacija mednarodne klasifikacije bolezni – MKB 10 
Po klasifikaciji MKB 10 SAM uvrščamo med motnje duševnega ali psihološkega razvoja, 
oziroma znanstveno povedano med pervazivne motnje. 
Kriteriji diagnosticiranja za avtizem značilen pri otrocih v razvoju 
Dobnik-Renko definira dva temeljna tipa, ki ju uvrščamo med pervazivne razvojne motnje. 
Ta lahko opišemo kot: 
a) Neobičajno, moteno in morda celo nekoliko nenormalno vedenje, katerega znaki 
se običajno začnejo pojavljati pred ali okoli tretjega leta starosti otroka, 
b) Nenormalno vedenje na različnih nivojih obnašanja. Avtorica sem uvršča že 
omenjeno težavno komuniciranje, problematiko vključevanja, značilno in 
ponavljajoče obnašanje in pomanjkanje komunikacijskih veščin (18). 
Zraven zgoraj naštetih avtorica poudarja še strahove, težave pri prehranjevanju, znaki 
agresivnega vedenja, itd. 
Kriteriji diagnostike pri avtistični motnji 
Pri določanju in analizi otroka, pri katerem sumimo na avtistično motnjo, morajo rezultati 
analize ustrezati najmanj šestim pokazateljem. Te delimo v tri skupine, kjer morajo za 
potrditev motnje biti pri prvi dosežena najmanj dva podkriterija, pri drugi in tretji pa najmanj 
eden. Skupine in podkriterije delimo na: 
1. Kakovostno ocenjevanje težav pri vzpostavitvi medosebnih odnosov z ljudmi. Med 
značilnosti nadaljnje uvrščamo: 
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- Nezmožnost gledanja oseb v oči ali obraz, telo ali spremljanje verbalnih 
gestikulacij in gibanj, 
- Stopnja razvoja otroka zaostaja stopnji razvoja sovrstnikov, zaradi česar ni 
zmožnosti po vzpostavitvi medsebojnih odnosov, 
- Nezmožnost izkazovanja čustev ali osebnih stanj, kot sta zadovoljstvo ali 
dosežek, ter deljenja teh z ostalimi, 
- Nezmožnost čustvene navezanosti (18).   
2. Stopnja motnje pri komuniciranju, ki jo lahko zaznamo s pomočjo naslednjih znakov: 
- Slabo razvit govor z možnostjo značilnega časovnega zamika, 
- Nezmožnost ohranjanja medosebnega pogovora pri osebah, katerih govor je 
delno ali popolnoma razvit, 
- Ponavljanje določenih besednih zvez ali fraz, 
- Nezmožnost posnemanja osnovnih pravil, na primer pri igranju (18).   
3. Povečana prisotnost ponavljajočega se in specifičnega obnašanja ter kazanje interesov 
za omejeno število aktivnosti: 
- Osredotočanje na eno ali več aktivnosti, ki postanejo značilne in repetitivne, 
- Osredotočenost oziroma fokus pri nekaterih neobičajnih rutinah ali manj 
uporabnih dejavnostih, 
- Značilne ponavljajoče se gestikulacije z deli telesa (npr. hoja po prstih, zvijanje 
dlani ali prstov), 
- Osredotočenost na določene dele predmetov ali določene predmete, ter 
neobičajna uporaba le teh (18).   
Med osnovne kriterije pa se prišteva tudi zaznavanje zaostanka v razvoju ali nenormalno 
delovanje na enem ali več področjih pri otrocih, ki še niso dopolnili tretjega leta.  
- Stik s sočlovekom, 
- Uporabo jezika v namene običajnega komuniciranja, 
- Osredotočenost na igro, ki je izmišljena in kaže znake ponavljanja (18). 
Avtorica nadaljuje z navedbo znakov, ki se pri SAM pojavljajo pri otrocih enega leta starosti 
in dveh do treh let starosti. 
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Za otroke okrog enega leta starosti je značilno: 
- Izostanek ali pomanjkanje nasmeha, 
- Primanjkljaj pri uporabi obrazne mimike, 
- Slaba osredotočenost, 
- Pomanjkanje socialnih veščin, 
- Nezaznavnost čustev drugih ljudi in nesposobnost izražanja lastnih čustev, 
- Udobje v samoti, 
- Nezmožnosti vzpostavitve očesnega ali obraznega stika, 
- Nezmožnost uporabe normalne gestikulacije glede na primernost okoliščin, 
- Nezanimanje za ljudi, ki so v bližini (18).   
Glede na to, da se otroka opazuje pri enem letu starosti, so ti znaki delno zanesljivi. Kljub 
temu je pomembno, da pri opazovanju vztrajamo in si ugotovitve zapisujemo ali jih 
sporočamo ustreznim strokovnjakom (18). 
Pri leto do dve starejših otrocih je obnašanje že nekoliko izrazitejše, zato avtorica predlaga 
tri področja opazovanja simptomov: 
- Primanjkljaji na področju komuniciranja, 
- Primanjkljaji na področju osebnih stikov, 
- Deviacije pri aktivnostih, interesih ali obnašanju. 
Za otroke med drugim in tretjim letom starosti je značilno: 
1. Primanjkljaji na področju komuniciranja: 
- Časovni zamiki pri razvoju in dojemanju govora, 
- Nevsakdanja raba običajnega jezika, 
- Slabo odzivanje ali ne-odzivanje na lastno ime, 
- Ne-uporaba ali zmanjšana uporaba gestikulacij in kretenj ter ne-nadzorovanje smeha 
- Nezmožnost gestikulacij do 12. meseca starosti 
- Brez izgovorjene besede do leta in pol starosti, 
- Nezmožnost tvorjenja preproste povedi do dveh let starosti, 
- Poslabšanje stanja na področju besedne ali nebesedne komunikacije (18). 
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V primeru, da otrok kaže odsotnost zadnjih štirih znakov, avtorica navaja, da je potreben 
nujen pregled s strani strokovnjaka. 
2. Primanjkljaji na področju osebnih stikov: 
- Nezmožnost ponovitve osnovnih kretenj kot so ploskanje ali kimanje, 
- Nezmožnost igranja z igračami, ki so primerne za otroke istih let, 
- Pomanjkanje interesa za ljudi in sovrstnike v bližini, 
- Ne-izkazovanje lastnih čustev ali prepoznavanja teh pri drugih, 
- Zatopljenost in odsotnost v svoji domišljiji, 
- Nesposobnost vzpostavitve odnosa s sovrstniki ali dajanja pobude za igro, 
- Neobičajen odnos do starejših oseb (18).   
3. Odstopanja pri aktivnostih, interesih in obnašanju: 
- Intenzivna občutljivost in iritacija ob glasnih ali specifičnih zvokih, 
- Občutljivost na dotikanje, 
- Izkazovanje agresivnega vedenja do sovrstnikov, 
- Nasprotujoč odnos do odraslih oseb, 
- Nezmožnost spreminjanja ritualov in osnovnih procesov, 
- Nezmožnost prilagoditve drugim procesom in ljudem, 
- Ponavljanje določenih kretenj in gibov z specifičnimi igračami ali deli igrač / 
predmetov, 
- Neupoštevanje osnovnih družbenih pravil (18). 
Pri otrocih poznega otroštva (šolsko obdobje) avtorica opredeljuje dve večji skupini 
lastnosti, ki jih je potrebno opazovati. Gre namreč za otroke, ki so že udeleženi v šolskih 
aktivnostih, zato lahko pri teh letih diagnozo določimo z večjo zanesljivostjo, saj postanejo 
razlike med otroci zelo vidne. Osnovni kategoriji značilnosti v tem (poznem) obdobju sta: 
- Primanjkljaj pri komunikaciji, 
- Primanjkljaj pri družbeni orientiranosti. 
Pri otrocih poznega otroštva je značilno: 
1. Primanjkljaj pri komunikaciji: 
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- Težave pri govorjenju, ki se kažejo pri neustreznem naglašanju ali mutizmu, 
- Konstantnem ponavljanju istih besednih zvez ali stavkov, 
- Neustrezni uporabi osebnih zaimkov (že po tretjemu letu) (18). 
2. Primanjkljaji pri družbeni orientiranosti: 
- Nezmožnost priključitve v družbeni krog sovrstnikov, kljub temu da do poskusov 
le prihaja, 
- Ne-zavedanje osnovnega šolskega ali širšega družbenega bontona, na primer: 
kljubovanje učiteljem, tikanje učiteljev, uporabljanje neustreznih besed v 
neustreznih okoliščinah ipd., 
- Kazanje znakov zmedenosti in strahu ob socialnih interakcijah, 
- Nezmožnost vzpostavitve odnosov s sovrstniki ali odraslimi osebami, zaradi 
pomanjkanja zanimanja, 
- Občutljivost ob »razdrtju« osebnega prostora ter potencialna impulzivna ali 
agresivna reakcija, 
- Ne-upoštevanje opozoril in nespoštovanje navodil (18). 
Pri diagnosticiranju avtizma je zelo pomemben tudi čas, kdaj diagnosticirati. Čeprav je 
avtizem prirojena motnja, bi lahko sklepali da se bodo znaki videli že pri malčkih, torej pri 
zgolj nekaj tednih ali mesecih starosti. Pri razvoju otroka v tem starostnem obdobju je seveda 
zelo težko prepoznati in z veliko zanesljivostjo potrditi ali gre za avtistično motnjo ali ne. 
Znaki oziroma simptomi so torej prisotni, ni pa jih možno povsem dobro identificirati, kaj 
šele potrditi. Če pa specialisti določene simptome le zaznajo, se ti lahko iz najrazličnejših 
vzrokov še vedno popravijo kasneje v razvoju otroka (18). 
1.5 EPIDEMIOLOGIJA 
Epidemiološke raziskave avtizma so se prvič začele izvajati sredi 60. let prejšnjega stoletja 
v Angliji in od takrat potekajo v več kot 20 državah (24). 
Kot navajajo podatki Svetovne zdravstvene organizacije (World Health Organization, 2016), 
danes s SAM živi 1 od 160 otrok. Samo v Veliki Britaniji naj bi bilo z SAM zabeleženih 
700.000 oseb. Gre za 1% prisotnost v celotni tamkajšnji populaciji (The National Autistic 
Society, 2017). V zadnjem času celo 1 od 68 otrok. Navajajo, da so SAM v naraščanju 
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(incidenca 15/100000). Zanimiv je tudi podatek, da je razmerje med spoloma veliko bolj 
nagnjeno k moškemu spolu. Moških oziroma dečkov je številčno zabeleženih skoraj 4-krat 
več kot pri ženskem spolu. Novi podatki pa nakazujejo tudi gibanje števila avtističnih oseb, 
pri katerih ni zaznave o zmanjšani kognicijski nagnjenosti (18, 25–28). 
1.6 OBRAVNAVA 
Če izhajamo iz predpostavke, da je SAM motnja pri razvijanju centralno-osrednjega 
živčevja, lahko trdimo, da za SAM trenutno še ni zdravila, ki bi motnjo dokončno odpravila. 
Kljub temu obstajajo drugi načini, s katerimi lahko osebam s to motnjo pomagamo. Že v 
sredini druge polovice prejšnjega stoletja je Loovas (1987) dokazal, da se kar polovica otrok, 
ki so bili zdravljeni z intenzivnimi vedenjskimi terapijami (IVT), lahko vključi v splošni 
šolski program. Gre za visoko intenzivne terapije, ki lahko trajajo tudi do 15 ur na teden, 
priporočeno skupno kar 4000 ur. V IVT so bili vključeni tudi starši in terapevti, s čimer je 
bila zagotovljena celodnevna konsistentnost obravnave (29). 
Pri IVT gre za širok spekter izobraževalnih in terapevtskih tehnik pri katerih so v ospredju 
vsakdanje veščine kot so komunikacija, odnos s sočlovekom in vključevanje v družbo, 
opravljanje osnovnih vsakodnevnih opravil, opravljanje rutinskih opravil, itd. Program je 
sestavljen iz prepleta nekaterih že uveljavljenih metod. Mednje sodijo: 
- Metoda »učenja in izobraževanja otrok z avtizmom«, oziroma Teaching and 
Education of Children with Autism (TEACCH), kjer je osredotočenje na grajenju 
sposobnosti za opravljanje lažjih vsakodnevnih opravil in nalog. Gre predvsem za 
tehniko odpravljanja fobije, ki jo otroku povzroča pomislek o menjavi 
ponavljajočega se opravila.  
- Metoda »sistema komunikacije z izmenjevanjem slik«, oziroma Picture Exchange 
Communication System (PECS), ki je namenjena tistim z nezmožnostjo besedne 
komunikacije. Pristop je relativno enostaven in poteka v povezavi z igro. 
Pristop k obravnavi SAM je lahko še naslednji (30–32): 
- Farmakoterapija, ki je namenjena predvsem otrokom s težjimi vedenjskimi problemi. 
Zaradi njihovih vedenjskih vzorcev je praktično nemogoče ali hudo oteženo 
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izvajanje že naštetih metod zgoraj. Farmakoterapija deluje tako, da se predpisujejo 
specifična zdravila, ki večajo raven serotonina in na ta način pomagajo otroku 
ohranjati osredotočenost.  
- Skupine za učenje socialnih veščin, ki predstavljajo pomembno komponento 
družbenega in interakcijskega obnašanja, kjer so poudarki predvsem na rutinskem 
obnašanju in ohranjanju konsistence. V te programe se lahko priključijo vsi otroci, 
še posebej priporočljivo je, da se starši za to odločijo že pred odhodom ali v začetku 
odhoda otroka v osnovno šolo. Program pa ni enosmerno zgrajen samo za mlajše, 
temveč se lahko vanj vključijo tudi starejši. Priporočeno je nadaljnje obiskovanje teh 
skupin tudi v odrasli dobi.  
Sklepno lahko zapišemo, da avtizem sicer ni ozdravljiv, se pa lahko motnje in težave, s 
katerimi se soočajo otroci z avtizmom, nekoliko zmanjšajo in obvladujejo. 
1.7 VPLIV OKOLJA NA SAM 
Vzrokov za izražanje SAM pri posameznikih je veliko. Strokovnjaki še preverjajo ali med 
temi obstajajo smiselne povezave, kakšne so te povezave in kako jih preprečiti. Problem je 
namreč, da so ti vzroki »naravnega« izvora, ki je povezan z živčnim sistemom posameznika, 
to področje pa je še vedno zelo neraziskano na področju medicinskih in bioloških študij. 
Novejša dognanja o vplivih na SAM kažejo vpliv genetskih dejavnikov in nekaterih 
dejavnikov okolja ter vpliv oksidativnega stresa in vnetja. SAM je v veliki meri genetsko 
pogojen, kjer prihaja do sodelovanja 1000 ali več genov (33–36). 
Tako v poljudni kot tudi znanstveni literaturi lahko zasledimo, da se vse več vzrokov za 
oblikovanje avtizma nanaša na okoljske faktorje, ki so lahko razlog za avtoimune bolezni. 
Nekateri strokovnjaki in posledično širša publika, pripisuje vzroke povečani izpostavljenosti 
škodljivim ali neškodljivim cepivom ali zdravilom. Mnogi so zagovorniki mnenja, da do 
razvoja tovrstnih bolezni pride zaradi vpliva težkih kovin, ki jih danes lahko najdemo v 
okolju ali hrani. Sicer številne študije še vedno v visoki meri podpirajo hipotezo, da je 
etiologija SAM zasnovana na poligenskem in epistatičnem modelu, a vedno več najnovejših 
študij kaže, da so za razvoj tovrstnih težav krive genetski, imunski, presnovni ali okoljski 
dejavniki (37, 38). 
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Mnogi strokovnjaki za nastanek motenj avtizma krivijo težke kovine kot okoljske dejavnike. 
Obstaja okrog 20 strupenih kovin, med drugim pogoste kovine kot so: Al, Be, As, Cd, Hg, 
Pb, U, Th, Sn, Ni in Tl, ki lahko v telesu reagirajo tako, da povzročijo odpoved celičnega 
antioksidacijskega sistema. Gre namreč za zelo pomemben biološki dejavnik pri samem 
razvijanju SAM. Živo srebro (Hg) se je v nekaterih študijah izkazalo kot pomemben okoljski 
dejavnik nastanka SAM. Znano je namreč, da izpostavljenost živemu srebru, zlasti 
prenatalno, v razvoju otrokovega osrednjega živčevja deluje izredno nevrotoksično. 
Nekatere japonske študije so dokazale, da je visoka izpostavljenost otrok med nosečnostjo 
povzročila izredno težko nevrološko okvaro pri otrocih. Kadar so matere v času nosečnosti 
manj izpostavljene omenjenemu toksičnemu elementu, takrat so posledice manj akutne, saj 
lahko pri otroku pride do okvar šele v poznejšem obdobju. Prizadeti so lahko nekateri deli 
odgovorni za spomin ali besedno komunikacijo. Raziskovalci s tega področja opozarjajo tudi 
na to, da je pomembno redno vnašati v telo zadostno količino potrebnih mineralov, med 
katere prištevajo: Mg, Fe, S, Co, Zn, Se in Mn, saj naj bi ti omogočali optimalno delovanje 
antioksidacijskega sistema (38–40). 
Raziskovalci se v sklopu raziskovanja okoljskih dejavnikov osredotočajo tudi na porfirine, 
vendar več o tem v naslednjem poglavju. 
1.7.1 Porfirini 
Ime »porfirin« izhaja iz grške besede »porphyra«. Gre za spojine cikličnih tetrapirolov, ki 
spadajo med derivate osnovnega tetrapirola porfina. V svoji kemični strukturi imajo po 4 
pirolne obroče, ki so vezani na metilenske skupine. Pri biosintezi hema iz praktično vseh 
celic sesalcev, nastanejo kot vmesni produkti. V manjših količinah se pri zdravih ljudeh iz 
telesa izločajo v urinu ali blatu. Do sedaj so strokovnjaki odkrili več vrst porfirinov: 
uroporfirine, koproporfirine, etioporfirine, mezoporfirine in protoporfirine. Razlikujejo se 
glede na vrsto stranskih verig; vodikovi atomi so v derivatih porfirina v celoti nadomeščeni 
s stranskimi verigami, kot so: alkili, hidroksialkili, vinili, karbonili ali karboksilne skupine. 
V strukturi tetra pirolovega obroča so prisotne številne konjugirane dvojne vezi.(44–46). 
Motnje pri procesu presnove hema povzročajo nabiranje in posledično pospešeno odvajanje 
porfirinov. Te motnje imenujemo porfirije, ki se naprej klasificirajo kot primarne porfirije 
in sekundarne porfirije. Prve predstavljajo predvsem prirojene motnje zmanjšanega 
delovanja določenih encimov pri sintezi hema. Pri kliničnih znakih se izražajo s prekomerno 
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občutljivostjo kože na sonce in drugimi psihiatričnimi oblikami, ki se povezujejo z 
nevrološkimi motnjami. Druga, torej sekundarna skupina porfirij nastaja zaradi inhibiranja 
encimov s toksičnimi snovmi, med katere prištevamo: vinilklorid, dioksin, 
heksaklorobenzen in večino težkih kovin. Inhibicija nato povzroči kopičenje porfirinov v 
urinu (42, 47). 
Porfirini, težke kovine, pa tudi elementi v sledovih so povezani s SAM. Visoka 
izpostavljenost težkim kovinam, npr. zastrupitev s svincem, izrazito vpliva na razvoj 
številnih področij možganov in tako vpliva na kognitivne, komunikacijske in socialne 
funkcije, kar pa so v večini primerov tudi simptomi pri SAM. Živo srebro ima negativen 
vpliv na imunski sistem ter na nevrološke, motorične in vedenjske motnje, ki so prav tako 
zelo pogoste pri SAM. Izpostavljenost živemu srebru povzroča tudi zmanjšanje sposobnosti 
učenja, slabšanje spomina, moteno pozornost in zmanjšan inteligenčni kvocient. Pri SAM je 
zaslediti tudi zmanjšano sposobnost izločanja živega srebra in aluminija, pogosto pa se 
izraža pomanjkanje cinka. Ob povišanih vrednostih težkih kovin se pojavijo povišane 
vrednosti porfirinov v urinu. V nekaterih raziskavah so ugotovili, da so vrednosti 
koproporfirina v urinu avtističnih otrok do skoraj trikrat višje kot pri ostalih otrocih (42, 48). 
Vsebnost porfirinov se lahko določa v urinu, krvi in v blatu. V naši raziskavi smo jih določali 
v urinu, zato v nadaljevanju predstavljamo le ta postopek določanja. 
Raziskovalci se v sklopu raziskovanja okoljskih dejavnikov osredotočajo tudi na porfirine.  
Woods, et al. je ugotovil, da pri osebah s SAM prihaja do povišanih vrednosti nekaterih 
frakcij. Te zajemajo predvsem: prekoproporifin, koproprifirin in 5 karboksi porifirin. 
Povišane frakcije specifičnih porfirinov pri otrocih s SAM pa je prav tako ugotovil tudi Nataf 
s sodelavci (41–43). 
1.7.2 Biosintezna pot porfirinov in hema 
Sinteza porfirinov lahko poteka v celičnih strukturah praktično vseh sesalcev. Hem je 
spojina, ki jo sestavlja železov ion, vezan v sredini porfirina. Pri biosintezi hema se mora 
predhodno izvršiti nekaj biokemijskih reakcij, te pa so najbolj pogoste in ključne v kostnem 
mozgu ali v jetrih. Pri biosintezi je vključenih osem encimov, ki so zaslužni da se reakcija 
spelje. Poteka tako, da se najprej vključi encim sukcinila koencima A ter glicinoma, zaključi 
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pa se s spojitvijo iona Fe2+ z molekulo protoporfirina IX. Porfirini so v aktivnem mestu 
hemoglobina, mioglobina, mitohondrijskih prenašalcih elektronov in v citokromih (44, 45). 
Kot smo že navedli je posamičnih reakcij osem. Pri prvi prihaja do biosintetiziranja hema, 
pri čemer med drugim nastane aminolevulinska kislina (ALA). Pri sintazi omenjene kisline 
se v prisostvovanju pirodoksalfostata najprej sintentizirata sukcinil koencim in glicin. 
Hitrost same sinteze hema je odvisna od encima sintaze ALA kisline, njena hitrost pa se 
občutno razlikuje še od drugih encimov v reakciji (44). 
V drugem koraku nastopa pri reakciji porfobilinogen sintaza, ki pomaga kot katalizator pri 
nastajanju porfobilinogena. Ta nastane iz dveh molekul ALA kisline, ki nastaja v 
mitohondriju. S pomočjo katalizacijskega procesa se ta nato pomika proti predelu citosola, 
kjer se tudi aktivira in deluje. Delovanje tega encima je redko zmanjšano, v primeru da je, 
je eden izmed dejavnikov lahko svinec (44). 
Pri tretji reakciji pride do kataliziranja 4 molekul porfobilinogena v hidroksimetilbilan. Do 
nevarne intermitentne porfirije lahko pri osebku pride, kadar je aktivnost sintaze 
hidroksimetilbilana v rdečih krvnih celicah manj ali enaka 50 odstotkom (44). 
Četrta reakcija v biosintetiziranju hema je sintaza uroporfirinogena III. Gre za spreminjanje 
prej omenjenega hidroksilmetilbilana v uroporfirinogen. Pospešeno delovanje so avtorji 
opazili pri homozigotnih primerih, pri heterozigotnih pa do nevarnosti oziroma prizadetja ni 
prihajalo. Sprememba se izraža z temno rdečim urinom, močno občutljivostjo kože na 
sončno svetlobo. Posebnost je tudi ta, da lahko kosti in zobje fluorescirajo (44). 
V petem koraku biosinteze hema prihaja do dekarboksiliranja uroporfirinogena v  
koproporfirinogen. Pri tem gre tudi za najbolj poznano obliko porfirije. V urinu so povišane 
vrednosti uroporfirinov in koproporfirinov (44). 
Šesti encim v biosintezi hema je koproporfirinogen oksidaza. Najdemo ga v notranjosti 
celične stene mitohondrija. Gre za nevarno porfirijo, ki se kaže v obliki nevroloških motenj 
in povečane občutljivosti kože na sončno svetlobo.  V urinu in blatu je zvišan koproporfirin 
III (44). 
Sedmi encim zapovrstjo je protoporfirnogen oksidaza. Njegova naloga je oksidacija 
protoporfirinogena v protoporfirin IX. Celotni postopek se konča v membranskem tkivu 
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mitohondrija. Protoporfirin IX je edini encim pri biosintezi hema, ki nastaja z oksidiranjem, 
vsi drugi namreč nastajajo z ne-oksidacijskimi procesi in kažejo ireverzibilnost v smeri 
biosinteze hema. Variegata (porfirija) je lahko nevarna, izkazuje pa se v obliki visoke 
občutljivosti kože na sončno svetlobo. Pogosto se te oblike porfirij kažejo pri analizah blata 
(44). 
V zadnji, torej osmi fazi biosinteze hema se, kot smo že namignili, ion Fe2+ vgradi v 
protoporfirin IX. Ta reakcija prav tako poteka v notranjosti membrane mitohondrija, izvrši 
pa se tako, da pri celotni reakciji pomaga katalizator encima feroheletaze. Ta je edinstvena 
za Fe2+ in blokira vezanje Fe3+ v molekule porfirina. Pri vezavi pride do tekmovalnosti med 
kovinskimi ioni z valencami 2+, kamor prištevamo tudi cink, ki je pri višjih koncentracijah 
vključen pri sestavljanju spojin eritrocitov. S tem je v celoti pojasnjen nastanek hem-a. 
Zvišane so koncentracije protoporfirina v krvi, žolču in blatu (44). 
 
 
Slika 1: Biosinteza porfirinov in hema 
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2 NAMEN DELA 
Za diagnosticiranje SAM ne poznamo nobenega biološkega testa ali specifičnega biološkega 
označevalca. Med okoljske dejavnike, ki jih povezujemo z avtizmom, spadajo tudi težke 
kovine. Indikator zastrupitve s težkimi kovinami so vrednosti porfirinov v urinu. 
V magistrskem delu, bomo ugotavljali, ali so celokupni porfirini v urinu pri otrocih s SAM  
pomembno statistično zvišani v primerjavi s kontrolno skupino otrok. 
Na pediatrični kliniki (UKC Ljubljana) bomo v ambulanti za avtizem povabili k sodelovanju 
vse otroke s potrjeno diagnozo spekter avtističnih motenj (SAM). Po privolitvi staršev bomo 
pridobili vzorec urina ter ga do analize shranili na ‒20 stopinj C. Analizirali bomo celokupne 
porfirine v urinu in kreatinin. Skupino pacientov bomo obravnavali enotno in po tem tudi 
razdelili na podskupino Aspergerjev sindrom in ostali SAM v kateri bodo otroci z diagnozo 
avtizem. Istočasno bomo pridobili urin zdravih otrok, prav tako s predhodnim privoljenjem 
staršev, ki bo služila kot kontrolna skupina. 
Namen naše naloge bo preveriti: 
- Če imajo otroci s SAM opazno višjo koncentracijo celokupnih porfirinov/kreatinina 
v urinu v primerjavi s kontrolno skupino. 
- Ali ima podskupina SAM, ki jo opredelimo kot Aspergerjev sindrom, višje 
koncentracije celokupnih porfirinov/kreatinina v urinu kot skupina SAM. 
Celokupne porfirine v urinu bomo določali spektrofotometrično s predhodnim 
odstranjevanjem interferenc na anionski izmenjevalni koloni. Rezultate bomo nato 
statistično obdelali v programu SPSS. 
Rezultati magistrske naloge bodo pripomogli k boljšemu razumevanju povezave med 
okoljskimi dejavniki in SAM. 
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3 MATERIALI IN METODE 
3.1 VZORCI 
V študijo so bili vabljeni otroci in mladostniki od 2 do 15 let, ki so bili obravnavani v 
Ambulanti za avtizem v določenem časovnem obdobju (v letu 2016 in 2017). V kontrolno 
skupino smo naključno vključili otroke brez diagnoze SAM. Zdravnik specialist je starše 
obvestil o vsebini in pomembnosti študije in jih povabil k sodelovanju.  
V raziskavo smo vključili vseh 186 otrok, ki so bili v letu 2016 in 2017 v Ambulanti za 
avtizem in so oddali vzorce urina. Imeli smo 3 skupine otrok; v prvi skupini otrok s SAM 
sta bila 102 otroka, z diagnozo avtizem od tega 12 deklic, v drugi skupini, ki jo imenujemo 
podskupina Aspergerjev sindromom je bilo 38 otrok, od tega 5 deklic ter v zadnji kontrolni 
skupini 46 otrok, od tega 23 deklic. Predhodno nismo določali velikosti vzorcev. 
Za odvzem urina smo uporabili sterilen lonček za urin oziroma vrečko pri manjših otrocih. 
Zbrali smo priložnostni vzorec urina. Vzorce smo hranili za dlje časa, zato smo jih zamrznili 
na ‒20 stopinj C. Pred analizo vzorcev smo vzorce odmrznili na sobni temperaturi ter jih 
homogenizirali.  
Vzorce smo analizirali na KIKKB, in sicer kreatinin in celokupne porfirine v urinu. Za 
interpretacijo rezultatov je priporočljivo povezati koncentracijo porfirinov s količino 
kreatinina v vzorcu urina. 
Naloga je del večjega projekta: Laboratorijske preiskave pri otrocih s spektroavtistično 
motnjo in drugimi razvojno nevrološkimi motnjami; Terciarni projekt UKC Ljubljana št. 
20150085, Določanje kazalcev oksidativnega stresa pri otrocih s spektroavtistično 
motnjo.Za vse raziskave, ki posegajo v človeško telo, in v katerih se uporabljajo biološki 
vzorci, je potrebna privolitev etične komisije. Naša raziskava je bila odobrena in ima številko 
soglasja KME: 0120-201/2016-2KME78/0316. 
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3.2 SPLOŠNA NAVODILA ZA DELO V LABORATORIJU 
Pred začetkom dela v laboratoriju se ustrezno zavarujemo z zaščitnimi sredstvi, ki so 
predpisana (zaščitna halja, zaščitna očala, zaščitne rokavice). Z vzorci ravnamo kot s 
potencialno kužnim biološkim materialom. 
Reagenti, ki smo jih uporabljali pri svojem delu, so zdravju škodljive snovi, zato se je treba 
držati navodil, zapisanih v varnostnih listih proizvajalca reagentov. Proizvajalec reagenta v 
varnostnih listih opozarja, da lahko pride ob stiku s kožo do opeklin in poškodb očesne 
sluznice, v primeru stika z očesom. Reagent se zelo dobro meša z vodo in je škodljiv za 
naravo, zato je potrebno odstranjevanje odpadnih tekočin v skladu z zakonom. 
3.3 MERJENJE CELOKUPNIH PORFIRINOV V URINU 
Naša raziskava je temeljila na meritvi celokupnih porfirinov v urinu. Za meritev celokupnih 
porfirinov v urinu moramo vzorec zaščititi pred svetlobo. S tem namenom smo jih pri 
odmrzovanju zaščitili pred svetlobo. 
3.3.1 Analizator za merjenje porfirinov v urinu 
Porfirine v urinu smo določali na analizatorju Varian. Analizator Varian je spektrofotometer 
in je popolnoma avtomatiziran in povezan z osebnim računalnikom. Obdelava podatkov 
poteka v računalniških programih. Na sliki 2 je prikazan analizator Varian. 
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Slika 2: Analizator Varian 
3.3.2 Potrebni reagenti in materiali za merjenje celokupnih porfirinov 
Uporabljena oprema: 
- pipete z nastavitvijo volumna, 
- mešalec vortex, 
- anionska izmenjevalna kolona (BioRad), 
- spektrofotometer (Varian), 
- epruvete za zbiranje eluata. 
Reagente za merjenje celokupnih porfirinov proizvaja BioRad. Uporabimo kolone za 
enkratno uporabo, reagent 1(HCl), natrijev karbonat. 
Kalibracija: porfirinov ne kalibriramo, ampak njihovo koncentracijo določamo s pomočjo 
teoretičnih kalibracijskih faktorjev. 
 
3.3.3 Metoda določanja 
3.3.4 Opis metode 
Spektrofotometrijo uvrščamo med spektralne tehnike, ki so najbolj razširjene spektralne 
tehnike v laboratorijski medicini. Bistvo osnovne spektralne tehnike je v interakciji svetlobe 
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s snovjo, pri kateri se lahko svetloba odbije, razprši, vsrka, ukloni in spremeni smer 
potovanja ali prehaja skozi snov (48). 
Beer-Lambertov zakon opisuje razmerje med absorbanco (A) in višino koncentracije snovi 
v raztopini, ki je v kiveti. Kvota oziroma delež svetlobe, ki bo obarvana homogena raztopina 
absorbirala, je po formuli (spodaj) odvisna od razdalje, ki jo prepotuje optična pot (označena 
z l), molarnega absorpcijskega koeficienta snovi (ɛ) in deležu koncentracije snovi v 
homogeni raztopini v kiveti (C) (48). 
A= ɛ× C× l 
Elementarni sestavni deli spektrofotometra so izvornost svetlobe, monokromator (element 
za izbiro valovne dolžine), vstopna in izstopna reža, kiveta z raztopino vzorca, detektor in 
računalniški procesor za prikaz in analizo signala. Spektrofotometer je lahko enožarkovni 
ali dvožarkovni. Meri intenziteto žarka po prehodu vzorca v kiveti ter jo primerja z 
intenziteto vpadnega žarka (48,49). Na sliki 3 je prikazana shema spektrofotometra. 
 
Slika 3: Shema spektrofotometra 
3.3.5 Izvedba testa in princip metode s kolono 
Priprava reagentovih vzorcev se je izvedla po navodilih proizvajalca BioRad: Porphyrins by 
Column Test, analize vzorcev in kontrol se izvajajo v dvojniku. Določanje porfirinov poteka 
v dveh stopnjah. V prvi stopnji s pomočjo kolone ločimo porfirine iz vzorca urina. V drugi 
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stopnji izvedemo meritev koncentracije porfirinov v eluatu s pomočjo spektrofotometrije 
(54). 
 
Prva stopnja: 
- Kolono pretresemo in odstranimo najprej pokrovček na vrhu kolone in nato še 
pokrovček na dnu kolone. Kolono vstavimo v prvo epruveto in počakamo, da iz 
kolone izteče destilirana voda, ki je že v koloni (slika 5, A). Ostane samo anionsko-
izmenjevalna smola (''AG 1 – 8 x''), ki vsebuje 50–100 Cl- v obliki mrežice. Kolona 
je na sliki 4. 
 
 
Slika 4: Kolona za ločitev porfirinov iz vzorca urina 
- V prostor za nanos vzorca tik nad smolo napipetiramo 1 mL urina. Vzorec urina 
začne potovati po koloni in porfirin se veže na smolo v koloni (slika 5, B). 
- Kolono speremo z 10 mL destilirane vode, da izperemo vzorec urina in vse 
substance, ki so v vzorcu urina iz kolone (slika 5, C). Vse snovi, ki bi poleg porfirinov 
lahko ostale, bi motile določitev koncentracije porfirinov. 
- Odstranimo prvo epruveto in kolono namestimo v drugo epruveto (slika 5, D).  
- Na kolono dodamo 2 mL 3 mol/L HCl (reagent 1). Počakamo, da eluat pripotuje čez 
kolono (slika 5, E). 
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- Na kolono ponovno dodamo 2 mL 3 mol/L HCl (reagent 1) in ponovno počakamo, 
da eluat pripotuje čez kolono (slika 5, F). 
- V epruveti smo zbrali 4 mL eluata 3 mol/L HCl, ki vsebuje porfirine iz našega vzorca 
urina (slika 5, G). 
 
 
Slika 5: Shema principa elucije porfirinov iz vzorca urina 
A –iz kolone izteče destilirana voda; B – dodamo vzorec urina; C – vzorec urina je potoval 
čez kolono in dodamo destilirano vodo; D – destilirana voda je potovala čez kolono; E – 
dodamo HCl; F – HCl je potoval čez kolono in ponovno dodamo HCl; G – HCl je potoval 
čez kolono in dobimo eluat, v katerem so porfirini. 
Druga stopnja:  
- Eluat (4 mL 3mol/L HCL) vsebuje porfirine. Celoten eluat zelo dobro premešamo in 
izmerimo absorbanco pri 380 nm in nato pri 430 nm proti slepi(destilirana voda). 
- Določimo ekstinkcijski maksimum (ES) vzorca in kontrole v razponu med 400 in 
410 nm. 
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- Če v eluatu prevladujejo koproporfirini, je ES med 402‒403 nm, če pa prevladujejo 
porfirini, je ES med 406‒407 nm. 
3.4 MERJENJE KREATININA V URINU 
Za določanje kreatinina v urinu smo vzorec urina analizirali na analizatorju Dimension po 
modificirani kinetični metodi po Jaffeju brez deproteinizacije (reagent CREA). Ta metoda 
je manj občutljiva kot klasična metoda za interference.  
Reagenčni komplet, ki ga potrebujemo, je CREA Flex® reagent cartridge. Reagent je v 
tekoči obliki in je že pripravljen za uporabo. Shranjujemo ga v hladilniku na 2–8 °C. V 
preglednici I vidimo vsebnost reagenčnega kompleta. 
 
Preglednica I: Vsebnost reagenčnega kompleta za določanje kreatinina 
Posodicaa Oblika Sestava Koncentracija 
1–3 
 
Tekočina Litijev pikrat     25 mmol/L 
4–6 
 
Tekočina NaOH 100 mmol/L 
K3Fe(CN)6 0,13 mmol/L 
 
 
Ob prisotnosti močne baze, kot je NaOH, pikrat reagira s kreatininom, tako da nastane rdeč 
kromogen. Meritev poteka spektrofotometrično. Stopnja dviga absorbance na 510 nm zaradi 
tvorbe rdečega koromogena je neposredno proporcionalna koncentraciji kreatinina v vzorcu 
urina. Merjenje koncentracije kreatinina je bikromatsko in poteka pri absorbanci 510 nm in 
600 nm. Kemijska reakcija določanja kreatinina v urinu je prikazana na sliki 6. Bilirubin, ki 
je interferenca pri določanju kreatinina, se oksidira s kalijevim fericianidom (K3Fe(CN)6). 
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Slika 6: Kemijska reakcija določanje kreatina v urinu 
3.5 STATISTIČNA ANALIZA PODATKOV 
Pridobljene podatke in rezultate analize smo analizirali s programom SPSS (Statistical 
Package for Social Sciences, verzija 22). Pridobljene rezultate meritev smo razdelili v 
skupine glede na diagnozo. Najprej smo naredili opisno statistiko, v kateri smo prikazali 
povprečje, mediano, standardni odklon, minimum, maksimum meritve. Uporabili smo 
Shapiro-Wilkov test za ugotavljanje normalnosti porazdelitve podatkov, nato pa na podlagi 
izsledkov uporabili neparametrični Mann-Whitneyjev U-test in Kruskal-Wallisov test.  
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4 REZULTATI IN RAZPRAVA 
Vzorec urina je bil odvzet pri otrocih s SAM, v podskupini otrok z Aspergerjevim 
sindromom in v kontrolni skupini zdravih otrok. V skupino SAM sta bila vključena 102 
otroka (od tega 12 deklic), v podskupino z Aspergerjevim sindromom 38 otrok (od tega 5 
deklic) in v kontrolno skupino 46 otrok (od tega 23 deklic). Povprečna starost otrok s SAM 
je 9,2 leta, v podskupin iz Aspergerjevim sindromom 12 let in v kontrolni skupini 9,2 leta. 
Vsem preiskovancem smo izmerili koncentracije celokupnih porfirinov ter rezultate podali 
na kreatinin. Količina porfirinov je bila popravljena zaradi izločanja kreatinina v urinu. 
Celokupne porfirine smo zato podali kot µg/g kreatinina. Urin je vzorec, ki se konstantno 
spreminja in je odvisen od več dejavnikov; vnosa hrane in pijače, presnove, časa odvzema. 
Med fizikalne lastnosti urina spada tudi koncentracija urina, ki jo merimo z relativno gostoto 
(specifično gostoto). Količina relativne gostote kaže sposobnost koncentracije urina v 
ledvicah ter hidracijo pacienta. Specifična gostota urina se spreminja, in če želimo izničiti ta 
vpliv, podajamo rezultate na kreatinin. S tem torej izločimo dejavnik razredčitev ali 
skoncentriranosti seča in s tem zmanjšamo možnost podcenjenosti ali precenjenosti 
proteinurije. 
Kontrolna skupina potencialno zdravih otrok nam je služila kot primerjalna skupina, s 
pomočjo katere določamo odstopanja v vrednostih pri skupini otrok s SAM in pri skupini 
otrok z Aspergerjevim sindromom.  
Najprej smo s kontrolno skupino primerjali skupino otrok s SAM (SAM združen s 
podskupino Aspergerjev sindrom). Potem smo primerjali kontrolno skupino, podskupino z 
Aspergerjevim sindromom ter SAM ločeno. V spodnji preglednici II je prikazano število 
preiskovanih otrok, razporejenih glede na diagnozo. 
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Preglednica II: Prikaz preiskovancev v posameznih skupinah, glede na starost 
Diagnoza  SAM ASPERGERJEV SINDROM KONTROLNA 
SKUPINA 
Število otrok 102 38 46 
Povprečna starost 9,2 leta 12 let 9,2 leta 
 
4.1 OPISNA STATISTIKA ZA KONTROLNO SKUPINO IN ZDRUŽENI 
SKUPINI  SAM TER PODSKUPINE ASPERGERJEVEGA 
SINDROMA 
Vrednosti opisne statistike za meritev koncentracije celokupnih porfirinov/kreatinina 
prikazuje osnovne opisne vrednosti: povprečje, mediano, standardni odklon, minimum in 
maksimum meritve glede na prisotnost SAM in podskupine Aspergerjevega sindroma skupaj 
v primerjavi s kontrolno skupino. Pri kontrolni skupini je povprečje vrednosti koncentracije 
porfirinov/kreatinina trikrat manjše kot pri združeni skupini otrok s SAM in podskupin iz 
Aspergerjevim sindromom. Mediana je pri kontrolni skupini 36,0 µg/g kreatinina in 130,3 
µg/g kreatinina pri združeni skupini otrok s SAM in podskupin iz Aspergerjevim 
sindromom. V nadaljevanju bomo prikazali statistične teste za primerjavo dveh neodvisnih 
skupin, da vidimo, ali so te razlike statistično značilne ali je do njih prišlo naključno. V 
preglednici III je predstavljena opisna statistika za kontrolno skupino ter združeno skupino 
SAM in Aspergerjev sindrom. 
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Preglednica III: Primerjava skupin pacientov s pomočjo opisne statistike 
Skupina SAM in Aspergerjev 
sindrom 
Kontrolna skupina 
Število otrok 140 46 
Povprečje razmerja 
porfirinov/kreatinina 
141,7 58,6 
Mediana 130,3 µg/g kreatinina 36,0 µg/g kreatinina 
Standardni odklon 77,9 µg/g kreatinina  55,1 µg/g kreatinina 
Minimum 6,8 µg/g kreatinina 5,3 µg/g kreatinina 
Maksimum 391,0 µg/g kreatinina 221,2 µg/g kreatinina 
 
4.2 NORMALNOST PORAZDELITEV IZMERJENIH VREDNOSTI V 
KONTROLNI SKUPINI OTROK IN ZDRUŽENI SKUPINI OTROK S 
SAM IN PODSKUPINO Z ASPERGERJEVIM SINDROMOM 
Na izbiro uporabljenega testa primerjave vpliva porazdelitev podatkov. Histograma 
prikazujeta porazdelitev podatkov koncentracije celokupnih porfirinov/kreatinina obeh 
skupin torej kontrolne skupine in združene skupine SAM in Aspergerjevega sindroma. Iz 
njiju lahko razberemo, da meritev v nobeni skupini ne ustreza normalni porazdelitvi, saj 
nobena ne spominja na normalno krivuljo (Gaussovo krivuljo). Slika 7 prikazuje normalnost 
porazdelitve podatkov za združeno skupino SAM in podskupino Aspergerjevga sindroma. 
Slika 8 prikazuje normalnost porazdelitve podatkov za kontrolno skupino. 
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Slika 7: Normalnost porazdelitve za združeno skupino SAM in podskupino Aspergerjev 
sindrom 
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Slika 8: Normalnost porazdelitve za kontrolno skupino 
Da ne prepustimo odločitev glede porazdelitve meritev subjektivni oceni, smo izvedli 
Shapiro-Wilkov test normalne porazdelitve za meritev koncentracije celokupnih 
porfirinov/kreatinina za obe skupini ločeno: za tiste s SAM in podskupino z Aspergerjevim 
sindromom skupaj in kontrolno skupino posebej, rezultati so podani v preglednici IV. 
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Preglednica IV: Rezultati Shapiro-Wilkovega testa za normalnost porazdelitve v kontrolni 
skupini in združeni skupini s SAM in podskupino z Aspergerjevim sindromom 
 Skupina Vrednost Stopnja prostosti p 
Porfirini 
/kreatinin 
SAM in podskupina 
Aspergerjev sindrom 
,938 140 <0,001 
 Kontrolna skupina ,842 46 <0,001 
 
Rezultati testa normalnosti porazdelitve za meritve koncentracije celokupnih 
porfirinov/kreatinina kažejo, da nobeden izmed vzorcev ne ustreza normalni porazdelitvi. 
Vrednost p, kot statistične značilnosti, je pod našo določeno mejo statistične značilnosti, ki 
je začrtana pri 0,05. Iz tega razloga lahko sprejmemo hipotezo Shapiro-Wilkovega testa, ki 
pravi, da vzorec ne ustreza oblikovnosti normalne porazdelitve.  
4.3 PRIMERJAVA KONCENTRACIJ CELOKUPNIH 
PORFIRINOV/KREATININA MED KONTROLNO SKUPINO IN 
ZDRUŽENO SKUPINO SAM IN PODSKUPINO 
ASPERGERJEVEGA SINDROMA 
Ker nobena skupina ne ustreza normalni porazdelitvi, ne moremo uporabiti parametričnih 
testov. Uporabili smo Mann-Whitneyjev U-test za primerjavo vzorcev, ki je neparametrična 
alternativa Studentovemu t-testu za neodvisne vzorce. Preglednica V prikazuje range 
meritev koncentracij celokupnih porfirinov/kreatinina za obe skupini, preglednica VI pa 
rezultate Mann-Whitneyjevega U-testa dveh nepovezanih vzorcev. 
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Preglednica V: Rezultati rangov meritev koncentracij celokupnih porfirinov/kreatinina 
 Skupina N Povprečen rang Vsota rangov 
Porfirini/ 
kreatinin 
SAM in podskupina  
Aspergerjev sindrom 
140 108,4 15175,5 
 Kontrolna skupina 46 48,2 2215,5 
 Skupaj 186   
 
Preglednica VI: Rezultati Mann-Whitneyjevega U-testa za koncentracije celokupnih 
porfinov/kreatinina 
 Porfirini/kreatinin 
Mann-Whitney U 1134,5 
Wilcoxon W 2215,5 
Z –6,5 
p <0,001 
 
Preglednica V prikazuje rezultate primerjave dveh nepovezanih skupin (tiste s SAM in 
podskupino Aspergerjev sindrom ter tiste v kontrolni skupini) glede na meritve koncentracij 
celokupnih porfirinov/kreatinina. Povprečen rang pri združeni skupini SAM in podskupini 
Aspergerjev sindrom je 108,4 in pri kontrolni skupini 48,2. Vsota rangov pri SAM in 
podskupini Aspergerjev sindrom je 15175,5 pri kontrolni skupini pa 2215,5. 
Naši dobljeni rezultati Mann-Whitneyjevega U-testa z dvema neodvisnima skupinama 
kažejo, da obstajajo statistično značilne razlike v rezultatih koncentracij celokupnih 
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porfirinov/kreatinina med skupinama. Do teh ugotovitev smo prišli, ker je vrednost 
statistične značilnosti p manjša od meje statistične značilnosti 0,05 (p < 0,001). 
4.4 PRIMERJAVA REZULTATOV Z ORIENTACIJSKIMI 
REFERENČNIMI VREDNOSTMI 
Dobljene rezultate za vse skupine smo primerjali z referenčnimi vrednostmi (kar je nad 174, 
je povišano). V raziskavi smo želeli izvedeti, koliko meritev koncentracij celokupnih 
porfirinov/kreatinina je znotraj referenčnih vrednosti in koliko zunaj. Podatki so prikazani v 
preglednici VII in VIII ter stolpčnem grafu ter so ponovno razdeljeni v dve skupini: na 
kontrolno skupino in skupino, v kateri so otroci s SAM in podskupina otrok z Aspergerjevim 
sindromom združeni. 
 
Preglednica VII: Število meritev znotraj in izven referenčnih vrednosti za kontrolno 
skupino in združeno skupino SAM in podskupino Aspergerjev sindrom 
Skupina 
<174 
Zunaj referenčnih 
vrednosti 
Znotraj 
referenčnih 
vrednosti 
Seštevek 
SAM in podskupina  
Aspergerjev sindrom 
34 106 140 
Kontrolna skupina 1 45 46 
Skupaj 35 151 186 
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Preglednica VIII: Število meritev znotraj in izven referenčnih vrednosti za kontrolno 
skupino in združeno skupino SAM in podskupino Aspergerjev sindrom (%) 
Skupina 
<174 
Zunaj referenčnih 
vrednosti (%) 
Znotraj 
referenčnih 
vrednosti (%) 
SAM in podskupina  
Asperger. sin. 
24,3 75,7 
Kontrolna skupina 2,2 97,8 
 
 
Slika 9: Število meritev znotraj in izven referenčnih vrednosti 
Iz rezultatov na sliki 9 vidimo, da je v kontrolni skupini le en otrok z meritvijo izven 
referenčnih vrednosti (torej 2,2% vseh v kontrolni skupini). Medtem pa je takih, ki imajo 
Aspergerjev sindrom in SAM                          Kontrolna skupina 
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meritev izven referenčnih vrednosti in imajo SAM ali Aspergerjev sindrom, kar 34 od 140, 
kar znaša 24,3% vseh v tej skupini. 
4.5 STATISTIČNA OBDELAVA PODATKOV TREH LOČENIH SKUPIN 
Primerjavo rezultatov koncentracij celokupnih porfirinov/kreatinina bomo prikazali tudi na 
treh ločenih skupinah: (1) preiskovanci s SAM, (2) preiskovanci v podskupin z 
Aspergerjevim sindromom in (3) kontrolno skupino. Preglednica IX prikazuje opisno 
statistične vrednosti meritve za vsako skupino ločeno, kvantilni diagram pod tabelo pa 
prikazuje porazdelitev meritev koncentracij celokupnih porfirinov/kreatinina za vsako 
skupino posebej. 
 
Preglednica IX: Primerjava vseh treh skupin pacientov s pomočjo opisne statistike 
 
SAM 
Podskupina 
Aspergerjev sindrom 
Kontrolna 
skupina 
Število otrok 102 38 46 
Povprečje 
porfirinov/kreatinina 
150,5 118,1 58,6 
Mediana 136,5 116,2 36,0 
Std. odklon 84,7 49,1 55,1 
Minimum 6,8 39,0 5,2 
Maksimum 391,0 213,5 221,2 
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Slika 10: Kvantilni diagram za vse tri skupine otrok 
Ugotovili smo, da se koncentracije celokupnih porfirinov/kreatinina razlikujejo glede na 
skupino udeležencev v raziskavi. Povprečje koncentracij celokupnih porfirinov/kreatinina je 
najvišje pri skupini otrok s SAM 150,5; najnižje vrednosti so pri kontrolni skupini, te so kar 
trikrat manjše. Pri mediani opazimo podoben trend, saj so najvišje vrednosti pri SAM in 
najnižje pri kontrolni skupini. Pri podskupini Aspergerjev sindrom so vrednosti povprečja 
koncentracij celokupnih porfirinov/kreatinina in mediane malenkost nižje kot pri SAM, 
vendar še vedno visoke v primerjavi s kontrolno skupino. 
Iz preglednice IX in slike 10 vidimo, da se koncentracije celokupnih porfirinov/kreatinina 
razlikujejo glede na skupino otrok. Sledi preverjanje s statističnim testom, če so te razlike 
statistično značilne ali pa je do njih prišlo po naključju.  
4.6 NORMALNOST PORAZDELITEV IZMERJENIH VREDNOSTI V 
VSEH TREH SKUPINAH 
Najprej smo preverili, ali so posamezni vzorci normalno porazdeljeni, za kar smo uporabili 
Shapiro-Wilkov test. Rezultati testa so predstavljeni v preglednici X. 
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Preglednica X: Ugotavljanje normalnosti porazdelitve v vseh treh skupinah preiskovancev 
Skupina Vrednost Stopnja prostosti p 
SAM ,945 102 <0,001 
Podskupina  
Aspergerjev sindrom 
,966 38 0,300 
Kontrolna skupina ,842 46 <0,001 
 
V dveh od treh skupin (SAM in kontrolna skupina) meritve ne ustrezajo normalni 
porazdelitvi, saj je vrednost statistične značilnosti p Shapiro-Wilkovega testa pod mejo 
statistične značilnosti 0,05. Za vzorce otrok v podskupini Aspergerjev sindrom pa je 
Shapiro-Wilkov test pokazal, da ustrezajo normalni porazdelitvi. Za izvedbo parametričnih 
testov je potrebno, da so vse skupine v primerjavi normalno porazdeljene, zato še vedno ne 
smemo uporabiti parametričnih testov.  
4.7 PRIMERJAVA KONCENTRACIJ CELOKUPNIH 
PORFIRINOV/KREATININA MED VSEMI TREMI SKUPINAMI 
Ker dve od treh skupin ne ustrezata normalni porazdelitvi, ne moremo uporabiti 
parametričnih testov. Za primerjavo več neodvisnih skupin smo tako uporabili 
neparametrični Kruskal-Wallisov test, ki najprej preveri, ali med vsemi tremi skupinami 
obstajajo statično značilne razlike. Preglednica XI prikazuje povprečne range za vsako 
skupino, v preglednici XII pa so podani rezultati Kruskal-Wallisovega testa. 
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Preglednica XI: Rezultati rangov koncentracij porfirinov/kreatinina v vseh treh skupinah 
 Skupina N Povprečje rangov 
Porfirini/kreatinin SAM 102 112,6 
 Podskupina 
Aspergerjevsindrom 
38 97,0 
 Kontrolna skupina 46 48,2 
 Skupaj 186  
 
Preglednica XII: Rezultati Kruskal-Wallisovega testa več neodvisnih vzorcev v vseh treh 
skupinah 
 Porfirini/kreatinin 
Hi-kvadrat 45,673 
Stopnja prostosti 2 
p <0,001 
 
Povprečje rangov je najvišje pri SAM 112,6, Aspergerjevem sindromu 97,0 in najnižje v 
kontrolni skupini 48,2. Iz zgornje preglednice rezultatov Kruskal-Wallisovega testa je 
razvidno, da prihaja do statistično značilnih diferenciacij med skupinami, saj se nivo 
določene statistične značilnosti (p) giblje pod mejo 0,05. Še vedno pa ne vemo, med katerimi 
skupinami obstajajo razlike, za to pa sledi post-hoc analiza, kjer smo vse skupine med seboj 
primerjali. Za to smo uporabili Mann-Whitneyjev U-test, ki je neparametrični test za 
primerjavo dveh nepovezanih vzorcev. Ker pa delamo več primerjav, moramo uporabiti 
popravek, da se obvarujemo prehitrega sprejemanja hipotez po naključju. Tukaj pa smo 
uporabili Holm–Bonferroni popravek. Preglednica XIII prikazuje rezultate Mann-
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Whitneyjevega U-testa vseh primerjav. V zadnji vrstici tabele je prikazan rezultat vrednosti 
statistične značilnosti s Holm-Bonferroni popravkom. 
 
Preglednica XIII: Rezultati Mann-Whitneyjevega U-testa s Holm-Bonferroni popravkom, v 
vseh treh skupinah 
 SAM ‒ 
Aspergerjev 
sindrom 
SAM ‒ Kontrolna 
skupina 
Aspergerjev sindrom ‒ 
Kontrolna skupina 
Mann-Whitney U-
test 
1538,0 794,0 340,5 
Wilcoxon W 2279,0 1875,0 1421,5 
Z –1,9 –6,4 –4,8 
p s popravkom ,061 <0,001 <0,001 
 
S statističnimi testi smo ugotovili, da obstajajo statistično značilne razlike med skupinama 
SAM in kontrolno skupino ter med skupinama podskupine Aspergerjevega sindroma in 
kontrolno skupino. V obeh primerih je vrednost statistične značilnosti p s popravkom pod 
mejo statistične značilnosti 0,05 (p<0,001 v obeh primerih). Pri primerjavi skupin s SAM in 
podskupin oz. Aspergerjevim sindromom pa ni bilo zaznati statistično značilnih razlik, saj 
je vrednost p nad mejo 0,05 (p = 0,061; vrednost, označena z rdečo barvo). 
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4.8 PRIMERJAVA NAŠE RAZISKAVE Z DRUGIMI ŠTUDIJAMI 
V sklopu raziskave smo ugotovili, da so vrednosti koncentracije celokupnih 
porfirinov/kreatinina pri otrocih s SAM in Aspergerjevim sindromom povišane. Povišane 
vrednosti porfirinov v urinu so morda lahko posledica vplivov okolja, zato menimo, da bi 
določanje celokupnih porfirinov v urinu lahko pomagalo pri postavitvi diagnoze SAM in 
Aspergerjevega sindroma, ne moremo pa tega testa uporabiti za neposredno diagnostiko. 
Podobno študijo so opravili Kern in sodelavci (2010), njen namen je bil primerjati 
kvantitativne rezultate testov na porfirine v urinu, saj so nekateri od teh porfirinov znani 
biološki označevalci strupenosti težkih kovin. Sodelujočim so odvzeli vzorec prvega 
jutranjega urina za standardno oceno profila porfirina v urinu, vključno z uroporporfirinom, 
heptakarboksiporfirinom, heksakarboksiporfirinom, pentakarboksiporfirinom, 
prekoproporfirinom  in koproporfirinom. Rezultati njihove študije so pokazali, da so njihove 
ocene na vsakem od specifičnih področij avtističnih motenj (govor/jezik, družabnost, 
čutila/kognitivna ozaveščenost in zdravje/telesno vedenje) imele linearno razmerje z 
razmerjem porfirina v urinu, povezanega z živim srebrom. Rezultati te študije kažejo, da so 
porfirini povezani z živim srebrom ter nakazujejo na značilnost avtizma (56).  
Povišano vrednost porfirinov v urinu pri avtizmu sta potrdila tudi Geier in Geier (2006). 
Opažen je bil očiten učinek odziva na resnost avtizma in povečan urinski koproporfirin. 
Otroci z avtizmom so imeli znatno povečano mediano ravni koproporfirina v primerjavi s 
kontrolo skupino. Vsak bolnik je bil testiran na urinske markerje porfirina (uroporfirin, 
heptakarboksilporfirin, heksakarboksilporfirin, pentakarboksilporfirin in koproporfirin). Za 
razliko od bolnikov z Aspergerjevim sindromom oz. tistimi, ki so bistveno manj klinično 
prizadeti kot otroci z avtizmom, se raven koproporfirina v primerjavi s kontrolno skupino ni 
bistveno povečala. Ta študija je leta 2002 ponujala prve klinične dokaze, da so Američani s 
SAM, ki jih povezujejo z urinskimi porfirini, povezani s težkimi kovinami. Ta študija je bila 
tudi prva, ki je v kliničnem laboratoriju uporabila porfirine v testiranju urina (57). 
Študija Geiera, Kerna in Geiera (2009) je prav tako ovrednotila odnos med resnostjo motnje 
avtističnega spektra in urinskimi porfirini (uroporfirin, heptakarboksilporfirin, 
heksakarboksilporfirin, pentakarboksilporfirin, ravni koproporfirina). Udeleženci s hudo 
obliko SAM so imeli znatno zvišane ravni urinskih porfirinov v primerjavi z udeleženci z 
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blagim SAM. Ugotovili so, da SAM znatno korelira s prekoproporfrininom (specifičnim 
porfirinskim markerjem za strupenost živega srebra) ter navajajo, da je testiranje porfirinov 
v urinu klinično dostopno, sorazmerno poceni in neinvazivno, lahko ga uporabimo za pomoč 
pri sklepanju, ali je toksičnost težkih kovin povezana s SAM (58). 
Hayer, Echeverria in Woods (2013) so prav tako dokazali, da so rezultati porfirinov 
napovedovalci avtizma ter podpirajo potencialno klinično uporabnost urinskih porfirinov. 
Opazili so, da je motena presnova porfirinov. V raziskavi so opazovali spremenjeno 
izločanje porfirina v urinu v povezavi z izpostavljenostjo živemu srebru pri otrocih z 
avtizmom(59). 
Da je motnja avtističnega spektra nevrorazvojna motnja, za katero se domneva, da je 
povezana z izpostavljenostjo težkim kovinam, zlasti živemu srebru (Hg), značilne pa so 
motnje v izločanju kovin, so potrdili tudi Youn in sodelavci (2010). Potrdili so, da so 
povečane obremenitve težkih kovin povezane z diagnozo SAM, kar dokazuje povečana 
raven porfirina v urinu. Porfirini v urinu so bili določeni pri korejskih bolnikih z diagnozo 
SAM. Pomembno povišane so bile koncentracije pri bolnikih z diagnozo SAM za 
proporfirine, pentakarboksiporfirin, prekoproporfirin, koproporfirine in celokupne porfirine. 
Rezultati so pokazali, da merjenje porfirinov služi kot zanesljiv test za diagnozo vpletenosti 
težkih kovin v SAM (60). 
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5 SKLEP 
Ker po dolgih letih raziskovanja še vedno ni znanega laboratorijskega testa, s katerim bi 
potrdili ali zavrgli sum na SAM, je vsaka ugotovitev v laboratorijski stroki lahko zelo 
pomembna pri diagnostiki. V nalogi smo želeli raziskati, ali so celokupni porfirini v urinu 
statistično zvišani pri otrocih s SAM v primerjavi s kontrolno skupino otrok. Prav tako smo 
ugotavljali, ali je povišana vrednost celokupnih porfirinov v skupini otrok z Aspergerjevim 
sindromom. 
S pomočjo naloge smo prišli do naslednjih sklepov: 
 Skupina otrok s SAM in podskupina otrok z Aspergerjevim sindromom imata višje 
vrednosti koncentracij celokupnih porfirinov/kreatinina kot kontrolna skupina. 
 Vrednosti celokupnih porfirinov/kreatinina pri podskupini otrok z Aspergerjevim 
sindromom se statistično ne razlikujejo od skupine otrok s SAM. 
V nalogi smo ugotovili, da je povišana vrednosti koncentracije celokupnih 
porfirinov/kreatinina pri otrocih s SAM in Aspergerjevim sindromom. Povišane vrednosti 
porfirinov v urinu so morda lahko posledica vplivov okolja, vendar jih nismo identificirali. 
Sklepamo lahko, da bi morda določanje celokupnih porfirinov v urinu lahko pomagalo pri 
postavitvi diagnoze SAM in Aspergerjevega sindroma, ne moremo pa tega testa uporabiti za 
neposredno diagnostiko. Prednost vidimo tudi v tem, da se koncentracije celokupnih 
porfirinov med SAM in Aspergerjevim sindromom ne razlikujejo in zato morda imajo vpliv 
pri spektroavtističnih motnjah. 
Da bi še bolje razumeli obremenitev organizma z živim srebrom in svincem, bi v prihodnje 
lahko analizirali posamezne frakcije porfirinov, kot so: 7-Koproporfirini, Uroporfirini, 6-
Koproporfirini, 5-Koproporfirini, 4-Koproporfirini I in III. 
Prikazano raziskavo vsebnosti porfirinov v povezavi z avtistično motnjo bi lahko nadgradili 
tako, da bi celokupne porfirine določali tudi v 24-urnem urinu, blatu in vzorcu krvi pri istih 
pacientih in bi rezultate primerjali med seboj. S tem bi dobili vpogled, kateri vzorec je bolj 
reprezentativen za pomoč diagnostike SAM in Aspergerjevega sindroma. Prav tako bi lahko 
uporabili različne metode določanja (npr. HPLC). 
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Ker gre za nevrobiološko motnjo, bi lahko določali vrednosti različnih substanc, ki se 
izločajo v možganih. V tem primeru bi bil zelo zanimiv vzorec likvor. Opravili bi lahko tudi 
SPECT možganov in morda dobili podatke o vplivu težkih kovin na možgane. Morda bi 
lahko uporabili tudi razne genetske teste. 
Možnosti za raziskovanje je veliko. Vsaka ugotovitev ima velik vpliv in pomen za 
diagnostiko SAM in Aspergerjevega sindroma. Ugotovitev specifičnega testa za SAM in 
Aspergerjev sindrom bi zelo spremenila in pospešila diagnostiko SAM, še posebej če bi 
diagnozo lahko postavili že v prenatalnem obdobju zarodka.  
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